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(57) Abstract 



The invention relates primarily to a pharmaceutical composition which can be used for lowering arterial blood pressure and is 
characterized in that it contains as active ingredient at least one selective aminopeptidase A inhibitor. Said inhibitor can notably be (S) 
3-amino-4-mercaptobutyl sulfonic acid or one of its salts. 

(57) Abr£ge 

La prSsente invention a pour objet principal une composition pharmaceutique utile pour diminuer la pression arterielle caracterisee 
en ce qu'elle comprend a titre de principe actif au moins un inhibiteur s61ectif de Taminopeptidase A. Cet inhibiteur peut etre notamment 
1'acide (S) 3-amino-4-mercaptobutylsulfonique ou Tun de ses sels. 
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"Composition pharmaceut ique comprenant au moins un inhibiteur 
de 1 1 aminopepcidase A" 

La presente invention se rapporte a une composition 
pharmaceutique utile pour traiter notamment les troubles lies a une 
hypertension arterielle. 

L'hypertension arterielle est une maladie dont les causes sont 
encore inconnues. Toutefois, on sait que le systeme nerveux central joue un 
role important dans la regulation du systeme cardio-vasculaire en controlant a 
la fois I'activite du systeme nerveux sympathique autonome et du baro-reflexe 
ainsi que la liberation d'hormones hypophysaires. 

De meme, des travaux cliniques et experimentaux suggerent que 
Tactivite du systeme nerveux central et des nerfs sympathiques peripheriques 
participent a la genese de I'hypertension arterielle. 

II a egalement ete montre qu'un systeme renine-angiotensine 
existait en outre dans le systeme nerveux central. II s'avere qu'il controle les 
fonctions cardio-vasculaires et I'homeostasie des fluides corporels. Tous les 
composants du systeme renine-angiotensine systemique, y compris les 
precurseurs et enzymes necessaires a la formation et la degradation des 
angiotensines, de meme que les recepteurs d'angiotensine ont deja ete 
identifies a I'interieur du cerveau. 



Dans le systeme renine-angiotensine systemique, on sait en 
particulier que I'angiotensine II est generee sous Taction d'une enzyme 
essentieilement membranaire appartenant au groupe des metalloproteases a 
zinc. Cette ectopeptidase est connue sous le nom d'enzyme de conversion de 
I'angiotensine (ECA) car elle transforme le peptide inactif angiotensine I en 
angiotensine II. 

II s'avere que cette angiotensine II est transformee in vivo en 
angiotensine III (Anglll) sous ('action d'une autre ectopeptidase a zinc, 
recemment donee, I'aminopeptidase A (APA), qui elimine le residu aspartyl N- 
terminal de I'angiotensine II pour conduire a I'angiotensine III. Cette 
angiotensine III est elle-meme detruite par diverses peptidases dont 
notamment Taminopeptidase N (APN). 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Ces deux ectopeptidases a zinc, APA et APN appartiennent au 
groupe_ d'enzymes de type thermolysine et possedent une homologie 
significative entre leurs sequences d'acides amines. 

II a ete demontre que ['inhibition de I'enzyme de conversion de 
5 I'angiotensine I en angiotensine II, ECA, presente dans le systeme renine- 
angiotensine systemique, conduit via un blocage de la formation de 
Pangiotensine II, a une baisse de la pression arterielle particulierement 
sensible chez les personnes souffrant d'hypertension. II s'avere que ces 
inhibiteurs bloquent I'ECA peripherique a la fois dans la circulation et surtout 
10 dans de nombreux tissus : endothelium vasculaire, poumon, rein, etc. 

En consequence, jusqu'ici il etait propose que I'angiotensine II 
etait le mediateur principal du systeme renine-angiotensine cerebral par 
analogie au systeme peripherique. 

15 

En fait, contrairement a ce qu'il etait admis, il semble que dans le 
systeme renine-angiotensine cerebral, I'etape critique ne serait pas la 
formation de I'angiotensine II par action de I'ECA sur I'angiotensine I mais la 
formation de I'angiotensine III par action de I'APA sur I'angiotensine II. Ce role 

20 determinant de I'angiotensine III dans le systeme renine-angiotensine cerebral 
est notamment conforte par les resultats figurant dans I'exernple 4 ci-apres. 

L'ensemble de ces donnees tendent done a identifier 
Tangiotensine III comme le peptide effecteur du systeme renine-angiotensine 
cerebral, responsable de I'augmentation de la pression arterielle. Plus 

25 precisement, dans le cerveau, il apparait que I'Ang III exerce un effet 
stimulateur tonique sur le controle central de la pression arterielle. 

La presente invention repose precisement sur la mise en 
evidence que I'angiotensine III joue un role essentiel dans le controle de la 
30 pression arterielle au niveau central. 
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Plus particuiierement, la presente invention vise a proposer une 
composjtion pharmaceutique permettant de diminuer la pression arterielle et 
done de s'opposer a une augmentation de la pression induite par I'angiotensine 
III. 

Plus precisement, elle revendique une composition 
pharmaceutique utile pour diminuer la pression arterielle, caracterisee en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif au moins un inhibiteur selectif de 
I'aminopeptidase A. 

Comme evoque precedemment, Taminopeptidase A (APA) est une 
ectoenzyme appartenant a la famille des metalloproteases a zinc et dont la 
thermolysine constitue le modele bacterien. 

UAPA est une glycoproteine qui se presente sous la forme d'un 

homodimere. 

Le clonage de son ADNc a revele que chaque monomere est 
compose d'un domaine d'ancrage separant un court segment cytosolique N- 
terminal d'un large domaine extracellulaire C-terminal qui contient le site actif 
dont plus particuiierement le site liant le zinc. 

Or, ii s'avere que I'APA presente 34 % d'identite de sequence en 
acides amines avec I'APN, impliquee pour sa part dans la degradation de 
Pangiotensine III. Cette homologie est par ailleurs la plus elevee au niveau 
precisement du site actif present dans le domaine extracellulaire glycosyle. 

II est clair que cette homologie de sequence entre TAPA et I'APN 
constitue un handicap pour obtenir des inhibiteurs specifiques et selectifs a 
regard de TAPA. 

Comme evoque ci-dessus, I'inhibiteur mis en oeuvre dans la 
composition revendiquee est un inhibiteur selectif a regard de I'APA. Cette 
selectivity se traduit notamment par une affinite multipliee environ d'au moins 
un facteur 100 pour l*APA comparativement a rAPN. 
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Plus precisement, est consideree selon invention comme un 
inhibiteur selectif a regard de I'APA, une molecule qui repond au moins a Tun 
des criteres suivants : 

- son pouvoir inhibiteur sur I'APA in vitro est inferieur ou egal a 

5 10 _7 M, 

- elle presente un facteur de selectivity d'environ 100 par rapport 
aux enzymes aminopeptidase N, aminopeptidase B (EC 3.4.11.6), 
endopeptidase neutre (EC 3.4.24.11), et I'enzyme de conversion de 
I'angiotensine (EC 3.4.15.1). 

1° - injectee in vivo par voie intracerebroventriculaire ou systemique 

(si elle traverse la barriere hematoencephaiique), elle bloque la formation de 
I'angiotensine III. 

Comme inhibiteur de I'APA convenant tout particulierement a 
15 Tinvention, on peut notamment citer I'acide (S) 3-amino-4- 
mercaptobutylsulfonique ou I'un de ses sels avec un acide ou une base 
pharmaceutiquement acceptable. 

Comme il ressort des exemples presentes ci-apres, le (S) 3-amino 
20 4-mercaptobutylsuifonate de sodium, designe ci-apres sous le symbole EC33, 
presente une activite inhibitrice significative a regard de I'APA. 

Cet inhibiteur presente avantageusement un facteur de selectivity 
de 100 par rapport a I'aminopeptidase N. 

Injecte chez la souris par voie intracerebroventriculaire, a raison 
25 de 30 |jg, on note une augmentation significative de la demi-vie de 
I'angiotensine II (30 pg), d'un facteur de I'ordre de 2,6 comparativement a celle 
observee chez un animal temoin. Parailelement, il bloque totalement la 
formation de I'angiotensine III au niveau de ('hypothalamus. 

De meme, des experiences realisees chez des rats normotendus 
30 (WKY) ou hypertendus (SHR) montrent que ('injection de l'EC33 permet de 
diminuer significativement la pression arterielle. L'effet hypotenseur de cet 
inhibiteur de I'APA, l'EC33, est maximal pour une dose de 100 pg. II est 
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de -22 mmHg chez le rat normotendu et de -28 mmHg chez le rat hypertendu. 
La duree d'action a cette dose est en moyenne entre 40 et 60 minutes. 

Ces resultats montrent done que l'APA, I'enzyme responsable de 
la production d'angiotensine 111 dans le systeme nerveux central constitue une 
5 nouvelle cible therapeutique du systeme renine-angiotensine cerebral et que 
I'utilisation d'un inhibiteur de l'APA permet de reduire significativement la 
pression arterielle. 

Les compositions pharmaceutiques revendiquees peuvent 
eventuellement contenir un ou plusieurs vehicules pharmaceutiquement 
10 acceptables. Ces vehicules sont choisis de maniere a constituer une forme 
pharmaceutique administrable de fa?on classique par voie orale, 
transmuqueuse, parenteral ou rectale. 

Leurs modes d'administration, posologies et formes galeniques 
optimaux peuvent etre determines selon les criteres generalement pris en 
15 compte dans I'etablissement d'un traitement therapeutique adapte a un patient 
comme par exemple Tage ou le poids corporel du patient, la gravite de son etat 
general, la tolerance au traitement et les effets secondaires constates, etc. 

En consequence, les compositions selon I'invention sont 
particulierement interessantes pour traiter ('hypertension arterielle essentielle 
20 au cours de laquelle I'hyperactivite sympathique observee souvent durant la 
phase precoce, est vraisemblablement mediee par une activite accrue du 
systeme renine-angiotensine cerebral. 

A titre illustratif mais non limitatif des troubles susceptibles d'etre 
traites avec les compositions revendiquees, on peut notamment citer les 
25 insuffisances cardiaque et renale, les troubles de Thomeostasie 
hydrodynamique et la reduction de la proteinurie chez les diabetiques. 

En outre, les compositions selon I'invention peuvent etre 
avantageusement utilisees en complement des bloqueurs du-systeme renine- 
angiotensine systemique. 
30 A titre representatif de ces bloqueurs, on peut notamment citer 

les inhibiteurs de I'enzyme de conversion tel que I'Enaprilate et les 
antagonistes des recepteurs de I'angiotensine II comme le Losartan. 
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Selon une variante de I'invention, la composition revendiquee 
comprend en outre un inhibiteur de I'enzyme de conversion de I'angiotensine I 
ou un antagoniste des recepteurs AT1 . 

Ce type de bloqueurs du systeme renine-angiotensine systemique 
5 s'avere efficace dans des pathologies comme I'hypertension, rinsuffisance 
cardiaque congestive, la dysfonction ventriculaire gauche apres infarctus du 
myocarde, mais egalement dans la regression de la proteinurie chez les 
diabetiques et dans la reduction de la progression de rinsuffisance renale 
chronique. 

io En agissant egalement au niveau du controle central de la 

pression arterielle et en bloquant I'activite du systeme renine-angiotensine 
central via leur inhibiteur d'APA, les compositions revendiquees seront 
egalement efficaces pour traiter les infections evoquees ci-dessus. 

15 ^invention s'etend egalement a I'utilisation d'un inhibiteur d7\PA 

tel que defini ci-dessus, associe le cas echeant a un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour la fabrication d f un medicament utile pour 
diminuer la pression arterielle. 

II peut notamment s'agir de Tacide (S) 3-amino 4- 

20 mercaptobutylsulfonique ou I'un de ses sels, pharmaceutiquement acceptables 
avec un acide ou une base. 

Figures 

Figure 1 : Evolution au cours du temps de la teneur en Angll 
25 tritiee dans ('hypothalamus murin en presence ou non de TEC33. 

Figure 2 : Representation semilogarithmique des teneurs en Angll 
tritiee dans Thypothalamus murin en absence (controle) ou en presence 
^033 (30 [jg). 

Figure 3 : Effet de differentes doses d'EC33 injectees par voie 
30 intracerebroventriculaire sur la pression arterielle chez des rats SHR et WKY. 

Figure 4 : Effet de differentes doses d'EC33 en terme de duree de 
Teffet sur la pression arterielle chez des rats SHR et WKY. 
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Figure 5 : Effet presseur d'un inhibiteur de I'APN, le PC18, chez 

les rats SHR. 

Figure 6 : Effet en terme de duree d'un inhibiteur de I'APN, le 
PC18, sur la pression arterielle, chezMe rat SHR. 

Figure 7 : Effet presseur d'un inhibiteur de I'APN, le PC18, chez le 
rat normotendu en presence d'un antagoniste des recepteurs 
angiotensinergiques de type 1 , AT1 . 

Figure 8 : Effet sur la pression arterielle de I'inhibiteur EC33 
injecte par voie intracerebroventriculaire (i.e. v.) ou par voie intraveineuse (i.v.) 
chez des rats vigiles normotendus (WKY) ou spontanement hypertendus 
(SHR). 



MATERIELS ET METHODES 

15 

A. Composes : 

L'EC33, (S)-3-amino-4-mercapto-butane sulfonate de sodium) est 
prepare selon les protocoles decrits dans Chauvel et al. J. Med. Chem. 37, 
1 339-1 346 et 2950-2957. 
20 Le PC 18, methioninethiol est un inhibiteur selectif et de haute 

affinite pour I'APN (Ki = 9 nm). II est prepare selon le protocole decrit dans 
Fournie-Zaluski et al., J. Med. Chem. 35, 1259-1266. 

Les differentes formes d'angiotensine II et III considerees ci-apres 
sont disponibles aupres des societes Amersham ou Sigma. 

25 

B. Animaux : 

Des souris males suisses (disponibles aupres de I'lnstitut Iffa 
Credo) pesant 18 a 20 grammes sont maintenues sous lumiere artificielle (12 
heures en phase eclairee - 12 heures dans la penombre) et disposent 
30 d'aliments et d'eau ad libitum. Les experiences sont realisees entre 9 h et 1 1 h 
dans la matinee. Les drogues sont administrees dans le ventricule lateral par 
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voie intracerebroventriculaire (I.C.V.) a un taux de 5jjI par souris selon la 
methode de Haley et McCormick (Br. J. Pharmacol. 12, 12-15). 

Les rats utilises sont des rats males Sprague-Dawley, pesant 200 
a 250 grammes, certains d'entre eux sont des rats ages de 1 1 semaines (SHR). 
5 Des rats normotendus Wistar Kyoto sont egalement utilises a titre de controle. 
Les animaux sont conserves pendant une semaine avec des periodes de 
luminosite et de penombre de 12 heures alternees, et disposent d'eau et 
d'aliments ad libitum. Pour chaque experience les rats SHR et WKY sont peses 
et leur pression arterielle et leur rythme cardiaque sont enregistres en continu 

10 par voie invasive apres la pose d'un catheter (PE 50) dans I'artere femorale. Le 
catheter est relie a un capteur de pression (COBE) et connecte a un 
conditionnement de signaux relie a un amplificateur. Le systeme informatique 
comprend un systeme d'interface MacLab et un logiciel (Chart et Scope) 
d'application qui permet I'acquisition et le calcul des donnees par 

15 I'intermediaire d'un ordinateur Macintosh. 

C. Modes d'administration et methodes d'analvse : 

- Injection intracerebroventriculaire 

20 Pour chaque experience, six a huit souris sont utilisees pour 

chacune des conditions. Un melange de 2 10 6 cpm [ 3 H]Ang II et 30 ug d'Ang II 
non marques est administre dans un volume de 5 pi, conjointement ou non 
avec TEC33 (30 pg). Les inhibiteurs sont dissous dans une solution saline 
isotonique ajustee a un pH de 7,4 avec une solution de NaOH a 0,01 M. A 

25 differents temps apres I'injection, les souris sont decapitees, leurs cerveaux 
preleves et leurs hypothalamus disseques sur la glace et homogeneises par 
sonication (ultrasons, Anemasse, France) dans 10 volumes d'une solution a 
0,1 M d'HCI refroidie dans de la glace. L'homogeneat est centrifuge a raison de 
12 000 x g x 20 min. a 4 °C et le surnageant est conserve a -80 °C jusqu'a 

30 I'analyse. 
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- Separatio n des angiotensins || et III oar chromatographie 
echangeuse d'ions. 

Les quantites respectives en angiotensines II et III marquees 
presentes dans ('hypothalamus sont determinees selon le protocole de Ledwith 
et al. (Anal. Biochem. 213, 349-355). Pour ce faire, un gel de sepharose a flux 
rapide (1/2 de volume mort, Pharmacia) est charge dans des colonnes 
seringues de 3 ml et equtlibre a temperature ambiante avec 15 ml d'un tampon 
(10 mM acetate de sodium-50 mM NaCI, pH 5,0). Apres avoir ete decongeles, 
les extraits d'hypothalamus contenant environ 30 000 cpm sont dilues dans 
2 ml de tampon d'equilibration, charges sur les colonnes et laves avec 1 ml de 
tampon. Une premiere fraction (F1) contenant de I'angiotensine II tritiee et 
d'autres metabolites de I'angiotensine tritiee est eluee avec 7 ml d'une solution 
de 10 mM d'acetate de sodium/80 mM NaCI/5 % d'acetonitrile a pH 5. Une 
seconde fraction (F2) contenant de I'angiotensine III tritiee seule est eluee 
15 avec 3 ml d'une solution HCI 3 M. Les fractions F1 et F2 sont ensuite 
analysees par HPLC pour determiner leur teneur respective en angiotensine II 
tritiee et en angiotensine III tritiee. 

- Concentration par passage sur colonne C , fl Sep-pak®. 
20 Dans la perspective d'une analyse HPLC, les fractions F1 et F2 

sont initialement concentrees par extraction sur un dispositif Ci 8 Sep-pak® 
Cartridges (Waters). Pour cela, de I'acide trifluoroacetique (1 % a 
Concentration finale) est ajoute a la fraction F1 qui est ensuite chargee sur 
Sep-pak®, equilibree au prealable avec une solution aqueuse en acide 
trifluoroacetique a 1 %. La fraction radioactive est eluee avec 1,5 ml 
d'acetonitrile a 100 %. Sous ces conditions on recupere 75 % en angiotensine 
II. La fraction F2 est chargee sur Sep-pak® equilibree au prealable avec 2 ml 
d'une solution de methanol a 100 % suivie par 5 ml d'eau. La fraction 
radioactive est eluee avec 1,5 ml de methanol a 100 %. On recupere ainsi 
92 % en angiotensine III. Apres elution sur Sep-pak®, les fractions F1 et F2 
respectives sont lyophilisees, dissoutes dans 0,2 ml d'une solution d'acide 



25 



30 
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acetique a 0,01 M avec 20 ng d'angiotensine II et d'angiotensine III a titre 
d'etalon interne et analysees par HPLC. 

- Analyse HPLC. 

5 L'analyse HPLC est realisee en utilisant une colonne a phase 

inverse H Hypersil ODS®-3 pm (Shandon, Pittsburgh) chauffee a 45 °C puis 
avec une elution isocratique a un flux de 0,6 ml par minute. La phase mobile 
consiste en H 3 P0 4 86 mmolaire, ajuste a pH 3 avec de la triethylamine, et en 
17,5 % d'acetonitrile. Apres injection de I'echantillon (0,15 ml), des fractions de 
10 0,10 ml sont collectees pendant 12 minutes. Leur teneur en radioactivite est 
estimee avec un compteur beta. Dans de telles conditions, les temps de 
retention des angiotensines temoins sont de 9,5 minutes pour I'angiotensine II 
et 7,8 minutes pour I'angiotensine III. 
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D. Mesure de I'activite APA in vitro : 

Le dosage de I'activite APA est base sur le protocole de Goldbarg 
adapte a I'echelle de dosage sur microplaques (Pro Bind™ 3915) (Chauvel et 
20 coll., 1994). 

- Principe 

In vitro, en presence dMons calcium, I'APA hydrolyse I'ct-L- 
glutamyl-p-naphtylamide (glupNa) en glutamate et p-naphtylamine (3Na). Une 

25 reaction de diazotation en milieu acide permet de reveler le 3-naphtylamine par 
formation d'un complexe de couleur violette une mesure de 
spectrophotometrie permet alors de connaitre la quantite de complexe forme 
et, par reference a une gamme etalon realisee avec des concentrations 
croissantes de p-naphtylamine, d'en deduire I'activite enzymatique de 

30 Techantillon. 

- Reactifs 
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Le substrat GlupNa et le (3-naphtylamine (Bachem) sont 
solubilises dans le DMSO (dimethyl sulfoxyde) et I'HCI 0,1 N respectivement. et 
conserves a -20°C a la concentration de 10" 2 M. La reaction de diazotation se 
fait en presence de nitrite de sodium (87mM), de sulfamate d'ammonium (130 
mM) et du N-(1-naphtyl)ethylenediamine dihydrochloride ( 23 mM). 

- Reaction enzvmatique 

La reaction a lieu a pH 7,4 en tampon Tris-HCI 50 mM. en 
presence de calcium (CaCI 2 , 4 mM) ; I'echantillon a doser est incube a 37°C en 
presence de substrat (GlupNa, 200 uM) et en absence ou en presence de 
differentes concentrations de I'inhibiteur a tester dans un volume final de 100ul. 
La reaction est arretee par addition de 10 ul d'HCI 3N. Une gamme etalon de p- 
naphtylamine en milieu acide (ajouter 10 pi d'HCI 0,1 N) est effectuee en 
parallele. 

- Revelation du produit forme 
On ajoute dans chaque puits : 

. 25 pi de nitrite de sodium (melanger, attendre 5 minutes a 
temperature ambiante), 

. 50 pi de sulfamate d'ammonium (agiter, attendre 5 minutes a 
temperature ambiante), puis 

. 25 pi de N-(1-naphtyl)ethylenediamine dihydrochloride 23 mM 
(melanger, attendre la stabilisation de la couleur violette environ 30 minutes a 
37°C). 

L'absorbance est ensuite mesuree a 540 nm. 



E. Mesure de I'activite APN 



Le principe du dosage repose sur I'hydrolyse de la [3H] Leu- 
enkephaline (10 nM) par I'APN en deux metabolites, la [3H] Tyr et le 
tetrapeptide Gly-Gly-Phe-Leu. Une fois la reaction arretee, le metabolite [3H] 
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est isole sur colonne de Porapak et sa radioactivite est estimee par scintillation 
liquide. Uactivite de I'APN est estimee en fmoles de substrat hydrolyse/min/mg 
de proline. 



F. Estimation du pouvoir inhibiteur de l'EC33 et du PC18 

Le pouvoir inhibiteur de TEC33 et du PC18 sur I'APA ou I'APN est 
estime en mesurant I'activite enzymatique de I'APA ou I'APN purifiees en 
presence de concentrations croissantes de I'inhibiteur. A partir de ces 
donnees, la concentration efficace 50 est calculee d'apres un programme de 
regression non lineaire des moindres carres Graph Pad PRISM™, version 2), 
ce qui permet de deduire le Kl de ces molecules d'apres la formule suivante : 

». ic5 ° 



Km 



Le Km de I'APA pour le GlupNa est de 100 uM (Vazeux et coll., J. 
biochem., 1996, vol. 271 :9069-9074). 

Le Km de I'APN pour la Leu-enkephaline est de 50 uM (Chauvel 
etcoll., J. Med. Chem., 1994, vol. 37:2950-2956). 



EXEMPLE 1 : 

Test in vitro du pouvoir inhibiteur de l'EC33 et du PC18 sur I'APA et I'APN. 

25 Ces pouvoirs inhibiteurs sont estimes conformement au protocole 

decrit dans le chapitre "materiels et methodes". 

L'EC33 presente un Kl de 2,5±0,6. 10-7 M pour I'APA et un 
facteur de selectivity d'environ 100 par rapport a I'APN (25±1 1, 10-6 M). 

Le pouvoir inhibiteur du PC18 sur I'APN est de 1,1+0,1 10-8 M, il 
30 est 1000 fois moins actif sur I'APA (11±1, 7, 10-6 M). 
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EXEMPLE 2 : 

Effet in vivo de I'inhibiteur EC33 sur le metabolisme des anqiotensines 
cerebrates Angll et Anqlll presentes dans rhypothaiamus murin, 

5 

Les cinetiques d'apparition et de disparities dans rhypothaiamus 
des angiotensines II et III radiomarquees sont determinees apres avoir injecte 
chez la souris par voie intracerebroventriculaire une quantite connue d'Angll 
tritiee (2.10 6 cpm) avec 30 pg d'Angll non radioactive, en presence ou en 

10 absence de I'inhibiteur (EC33, 30 pg). Les taux de peptides trities dans les 
tissus sont quantifies selon ie protocole decrit dans le chapitre Materiels et 
methodes par HPLC. 

Uevolution de la teneur en Angll [ 3 H] dans rhypothaiamus apres 
injection i.c.v. d'Angll [ 3 H], en absence ou en presence de TEC33 est reportee 

is en figure 1. 

Chez la souris temoin, la teneur en Angll [ 3 H] decroit rapidement 
apres 1,5 minutes et n*est plus detectable au dela de 7 minutes. En presence 
de TEC33, cette teneur en Angll [ 3 H] est significativernent augmentee entre 0,5 
et 7 minutes pour atteindre environ 1 1 fois la teneur de I'essai temoin. 
20 Une representation semilogarithmique du taux de disparition en 

teneur Angll [ 3 H] en presence de l'EC33 par rapport au controle est presentee 
en figure 2. 

On note que chez Tanimal traite avec EC33, la demi vie de 
rAngll[ 3 H], (5,38 ± 0,21 min) est augmentee d'un facteur 2,6 comparativement a 
25 celle d f un animal temoin. 

Chez la souris temoin, la formation d'Anglll tritiee est maximale a 
1 minute et les taux diminuent progressivement jusqu'a 10 minutes. En 
presence d'EC 33, la formation d'Anglll tritiee est immediatement bloquee et 
des taux tres faibles sont mesures tout au long de I'experience. 

30 
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EXEMPLE 3 : 

Effet in vivo de I'inhibiteur EC33 sur une augmentation de pression 
arterielle induite par Anqll. 

Ces experiences sont effectuees chez le rat normotendu Wistar 
Kyoto (WKY) ou spontanement hypertendu (SHR age de 12 semaines). 

Les animaux sont anesthesies a Tinactine (5-ethyl-2-(1'methyl- 
propyl)-2-thiobarbiturale) anesthesique utilise regulierement dans les 
experiences de physiologie renale ou cardiovasculaire. Ses caracteristiques 
sont d'entrainer une tres faible baisse de la pression arterielle, visible 
uniquement chez le rat SHR, et surtout de permettre le maintien d'une pression 
arterielle de base stable tout au long de I'experience. 

La pression arterielle moyenne (systolique + diastolique) est 
mesuree en continu, par voie invasive, apres catheterisme de I'artere femorale. 
Les peptide ou les inhibiteurs sont injectes par voie intracerebroventriculaire 
(i.c.v.) a Taide d'une canule placee dans le ventricule lateral, sous stereotaxie 
(Atlas stereotaxique ; G. Paxinos et C. Watson, Academic Press, 1986). 

Les experiences sont realisees sur des groupes de 4 a 20 
animaux analyses individuellement. Les resultats sur des lots d'animaux 
temoins et traites ont ete compares a I'aide d'une analyse de variance 
(ANOVA) suivi d'un test de Student non apparie. 

II est procede a une injection d'angiotensine II associee, le cas 
echeant, a un injection consecutive d'EC33. 

Les essais sont realises selon les schemas ci-apres qui rendent 
egalement compte des resultats obtenus. 
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120 



Angll lOng 



122 ± 1 



APA2 = -21.8 ±1.3 
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24,3 ± 4,6 



MSDOCID: <WO 9936066A1_I_> 



WO 99/36066 




PCT/FR99/00059 



On note que I'Angll a une dose de 10 ng augmente 
significativement ia pression arterielle (PA). L'effet etant legerement plus 
important chez le rat SHR que chez le rat WKY. L'amplitude maximale de l'effet 
est d'environ 10 mm Hg pour 10 ng d'Angll et la duree d'action se situe entre 7 
5 et 9 minutes. 

Lorsque I'Angll (10 ng) est injectee en presence de 100 (jg de 
Tinhibiteur d'aminopeptidase A, rEC33, l'effet presseur de I'Angll est 
completement aboli. 

La specificite d'action de l'EC33 a egalement ete demontree par 
10 son inefficacite a modifier l'effet presseur de TAnglll (30 ng). Les schemas 
figurant ci-apres rendent compte des resultats obtenus. 
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L'effet dose dependante de TEC33 injecte seul a egalement ete 
apprecLe sur les plans durees d'action et effet hypotenseur. Les resultats 
obtenus sont representes en figures 3 et 4. 

De maniere generale, lorsque Ton bloque I'APA par rEC33, on 
observe une baisse de PA dose dependante, plus marquee chez le rat 
hypertendu que chez le rat normotendu. L'effet hypotenseur de Tinhibiteur de 
I'APA est maximal pour une dose de 100 (jg. II est de -22 mm Hg chez le rat 
normotendu et de -28 mm Hg chez le rat hypertendu. 

La duree d'action a cette dose est en moyenne entre 40 et 60 

minutes. 

En consequence, ces donnees indiquent que dans les conditions 
basales, I'angiotensine III endogene exerce un effet tonique positif sur le 
controle central de la pression arterielle. 



EXEMPLE 4 : 

Demonstration du role determinant de I'Anqlll dans le svsteme rentne- 
anqiotensine cerebral. 

Get essai est effectue a I'aide d'un inhibiteur de I'aminopeptidase 
N (APN), le PC18 (3-amino-4-mercaptomethionine). Cette APN est responsable 
de la degradation de I'angiotensine III en angiotensine IV. 

Conformement au protocole decrit en exemple 3, on injecte 
TAnglll (10 ng) en presence de 60 jjg, de PC18 chez le rat SHR. A titre d'essai 
temoin, il est procede a une injection de PC18 seul. 

L'effet de cette co-injection est appreciee en terme de pression 
arterielle et de duree et les resultats obtenus sont presents en figures 5 et 6. 

On observe une potentialisation de l'effet presseur de I'Ang III (10 
ng) en prenant de Hnhibiteur PC18 (60 jjg). A 60 pg, le PC18 seul augmente 
chez le rat SHR, la pression arterielle de 15 mm Hg et l'effet dure environ 12 
minutes. 
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Par ailleurs, il a egalement ete montre chez le rat normotendu ou 
hypertendu, que I'augmentation de pression arterielle (+ 10 ou + 13 mm Hg 
respectivement) induite par 60 ug de PC18 est antagonisee par un 
pretraitement avec un antagoniste de recepteurs angiotensinergiques de type 1 
(AT1), le Losartan (10 ug). Ceci est en particulier illustre en figure 7 pour le rat 
normotendu. 

Cet effet antagoniste est de I'ordre de 85 % chez le rat 
normotendu et de 52% chez le rat hypertendu. 

De ces donnees, il ressort que I'effet presseur du PC 18 est du a 
une accumulation de I'Anglll endogene via les recepteurs AT1. 

EXEMPLE 5 : 

Effet sur la pressi on arterielle de 1'inhibiteur EC33 iniecte par voie 
intracerebroventric ulaire (i.c.v.) ou par voie intraveineuse (i.v.) chez des 
rats viqiles. 

Ces experiences sont effectuees chez le rat SHR age de 12 
semaines (300-350 g). Pendant I'operation, les animaux sont anesthesies 
ponctuellement (3 heures) avec du pentobarbital sordique (50 mg/kg 
intraperitoneal, Laboratoire Sentravet, Plancoet, France). Les experiences sont 
realisees au minimum 24 heures apres I'operation. 

- injection par voie i.c.v. 

Les injections sont realisees a I'aide d'une canule placee dans le 
ventricule lateral, sous stereotaxie et la pression arterielle est mesuree en 
continu par voie invasive apres catheterisme de I'artere femorale. Le catheter 
est exteriorise au niveau de la nuque de I'animal et relie a un systeme de 
fixation permettant au rat de se mouvoir librement dans sa cage. 

- injection par voie i.v. 

Un premier catheter est place dans la veine femorale afin de 
realiser les injections, un second catheter est introduit dans I'artere femorale 
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afin de pouvoir mesurer la pression arterielle en continu. Les deux catethers 
sont ensuite exteriorises comme indique ci-dessus. 

Les resultats obtenus sont representes en figure 8. 

On note que chez les rats SHR vigiles, ('injection i.e. v. de l'EC33 a 
5 une dose de 100 (jg diminue significativement la pression arterielle (-26 mmHg) 
du meme ordre que chez les animaux anesthesies (-28 mmHg) (Fig. b). Get 
effet hypotenseur dure cependant moins longtemps (40 min). 

En revanche, injectee par voie i.v., TEC33 a une dose de 
45 mg/kg n'induit pas d'effet hypotenseur significatif chez les rats SHR vigiles 
10 (Fig. c). 

Ces resultats montrent done que I'Anglll cerebrale endogene 
exerce une action tonique dans la regulation de la pression arterielle aussi bien 
chez le rat anesthesie que chez le rat vigile. Les resultats obtenus a la 
peripherie montrent que le bloquage de la conversion de TAngll circulante en 
15 Anglll n'induit pas de modification significative de la pression arterielle. 

Ceci suggere que I'APA cerebrale joue un role preponderant dans 
la regulation de la pression arterielle comparee a I'APA peripherique qui 
semble avoir une contribution moins importante. 



< 
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REVENDICATIONS 



1. Composition pharmaceutique utile pour diminuer la pression 
arterielle caracterisee en ce qu'elle comprend a titre de principe actif au moins 
un inhibiteur selectif de I'aminopeptidase A. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que 
cet inhibiteur possede une affinite multipliee environ d'au moins un facteur 100 
pour I'aminopeptidase A comparativement a I'aminopeptidase N. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce 
que h'nhibiteur est I'acide (S) 3-amino-4-mercaptobutylsulfonique ou Tun de 
ses sels avec un acide ou une base pharmaceutiquement acceptable. 

4. Composition selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

5. Composition selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre un inhibiteur de I'enzyme de 
conversion de Tangiotensine I ou un antagoniste des recepteurs AT1. 

6. Utilisation d'un inhibiteur de I'aminopeptidase A tel que defini 
en revendication 1 a 3 associe le cas echeant a un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour la fabrication d'un medicament utile pour 
diminuer la pression arterielle. 
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angiotensin-induced pressor responses" 
BRAIN RESEARCH, 

vol. 456, no. 2, 1988, pages 249-253, 
XP002068837 

see page 251, column 2, paragraph 2 - page 
252, column 2, paragraph 2; figure 2 

APPENR0DT ET AL.: "Effects of Central 
Angiotensin II and Angiotensin III on 
Baroreflex Regulation" 
NEUROPEPTIDES, 

vol. 26. no. 3, 1994, pages 175-180, 

XP002068838 

see abstract 
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Citation of document, with indication, where appropnate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WRIGHT ET AL.: "Ami nopeptidase-i nduced 
elevations and reductions in blood 
pressure in the spontaneously hypertensive 
rat" 

JOURNAL OF HYPERTENSION, 

vol. 8, no. 10, 1990, pages 969-974, 

XP002068839 

see abstract 

SONG ET AL.: "Aminopepti dase A antiserum 
inhibits intracerebroventricul ar 
angiotensin II-induced dipsogenic and 
pressor responses" 
BRAIN RESEARCH, 

vol. 744, no. 1, 1997, pages 1-6, 
XP002068840 . 

see abstract; figures 1-4 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
I. I "1 Claims Nos.: 

' — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see supplementary sheet FOLLOW-UP INFORMATION PCT/ISA/210 



3. I | Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I 1 As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I 1 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



| | The additional search fees were accompanied by the applicant s protest, 
j i No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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SEARCH REPORT 




application No. 



PCT/FR99/00059 



Claims 1-2, 4-6 concern a considerable number of possible compounds. In fact said claims lack 
clarity as defined by PCT Article 6 such that it was virtually impossible to carry out an 
exhaustive search. The invention concerns a pharmaceutical composition solely defined by 
means of a pharmacological parameter. Characterizing a pharmaceutical composition solely by 
means of one of its parameters can conceal lack of novelty. The search was restricted to the 
compounds for which pharmacological data were supplied and/or the compounds mentioned in 
the claims. 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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RAPPORT DE RE 



CHE INTERNATIONALE 



Derm. 



ernationate No 



PCT/FR 99/00059 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA OEMANDE 

CIB 6 A61K31/185 



Selon ta classification internation ale des brevets (CIB) ou a la lois selon la classification nationale et la CIB 

8. OOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte ia recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone ' Identification des documents cites, avec. le cas echeant, I'indication des passages pertinents 



CHAUVEL ET AL. : "Differential Inhibition 
of Aminopeptidase A and Aminopeptidase N 
by New beta-Ami no Thiols" 
J. MED. CHEM. , 

vol. 37, no. 18, 1994, pages 2950-2957, 

XP002068832 

abrege 

voir page 2952, colonne 1, alinea 3 - 
colonne 2, alinea 1; tableaux 1,2 

-/~ 



no. des revendications vtsees 



1-4 



fx] v ° ir,a 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



Categories speciales de documents cites: 

'A" document definissant letat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
E" document anterieur. mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

document publie avant la date de depot international, mais 
posteneurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulteneur publie apres la date de depot international ou la 
date de pnorite et n appartenenant pas a l etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I invention 

"X" document particulierement pertinent: f inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

*Y" document particulierement pertinent; linven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
iorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

29 juin 1999 


Date d expedition du present rapport de recherche Internationale 

06/07/1999 


Nom et adresse postaie de 1'administration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. {+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo n(. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autonse 

A. Jakobs 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 


- Identification des documents cites, avec.le cas echeant. i'indicationdes passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


ZINI ET AL.: "Identification of metabolic 

pathways of brain angiotensin II and III 

using specific aminopeptidase inhibitors : 

Predominant role of angiotensin III in the 

control of vasopressin release" 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 

vol. 93, no. 21, 1996, pages 11968-11973, 

XP002068833 

abrege 

voir page 11971, colonne 2, alinea 1 - 
page 11973, colonne 1, alinea 1; figures 
1-7 


1-4 


X 


CHAUVEL ET AL. : "Investigation of the 
Active Site of Aminopeptidase A Using a 
Series of New Thiol-Containing Inhibitors" 
J. MED. CHEM. , 

vol. 37, no. 9, 1994, pages 1339-1346, 

XP002068834 

voir abrege 


1,2 


X 


RAMIREZ ET AL.: "Renal aminopeptidase 

activities in animal models of 

hypertension" 

REGULATORY PEPTIDES, 

vol. 72, no. 2,3, 1997, pages 155-159, 

XP002068835 

voir abrege 


1,2 


X 


AHMAD ET AL. : "Role of Aminopeptidase 

Activity in the Regulation of the PResor 

Activity of Circulating Angiotensins" 

J. PHARMACOL. EXP. THER . , 

vol. 252, no. 2, 1990, pages 643-650, 

XP002068836 

voir abrege 


1,2 


X 


SULLIVAN ET AL.: "Di f f erentai 1 effects of 
aminopeptidase inhibitors on 
angi otens in-induced pressor responses" 
BRAIN RESEARCH, 

vol. 456, no. 2, 1988, pages 249-253, 
XP002068837 

voir page 251, colonne 2, alinea 2 - page 
252, colonne 2, alinea 2; figure 2 


1,2 


X 


APPENR0DT ET AL.: "Effects of Central 

Angiotensin II and Angiotensin III on 

Baroreflex Regulation" | 

NEUROPEPTIDES, 

vol. 26, no. 3, 1994, pages 175-180, 

XP002068838 

voir abrege 

-/~ 


1,2 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie : Identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



WRIGHT ET AL.: "Aminopeptidase-induced 
elevations and reductions in blood 
pressure in the spontaneously hypertensive 
rat" 

JOURNAL OF HYPERTENSION , 

vol. 8, no. 10, 1990. pages 969-974, 

XP002068839 

voir abrege 

SONG ET AL.: "Ami nopepti dase A antiserum 
inhibits intracerebroventricul ar 
angiotensin II-induced dipsogenic and 
pressor responses" 
BRAIN RESEARCH, 

vol. 744, no. 1, 1997, pages 1-6, 
XP002068840 

voir abrege; figures 1-4 
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Demande Internationale n 5 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete esttme que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherch 
(suite du point 1 de la premiere feuiile) 



Conformement a larticle I7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 



□ 



Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel Tadministration n est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. _X_ Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee. en particulier: 

voir feuiile supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de Tinvention (suite du point 2 de la premiere feuiile) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve piusieurs inventions dans la demande internationale. a savoir: 



1 . I | Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



2. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a sollicite !e paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant. le present 

1 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n os 



Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

1 1 de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications: elle est 

couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve 



| j Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan t 
| j Le paiement des taxes additionnelles n ? 6tait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 {suite de la premiere feuiile (1)) (Juillet 1998) 

INSDOCID: <WO 9936066A1_L> 



/' 



Demande internattonale No. PC7TR 99 A0059 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Les revendications 1-2,4-6 se referent a un nombre considerable de 
composes possibles. En fait ces revendications manquent de clarte au sens 
de 1' article 6 PCT de telle sorte qu'une recherche complete est 
virtuel lement impossible. L'invention porte sur une composition 
pharmaceutique definie uniquement a 1'aide d'un parametre 
Pharmacol ogique. La caracterisation d'une composition pharmaceutique 
uniquement a l'aide d'un de ses parametres peut dissimuler l'absence de 
nouveaute. La recherche a ete limitee aux composes pour lesquels des 
donnees Pharmacol ogiques sont fournies et/ou aux composes mentionnes dans 
les revendications. 



;NSDOCID: <WO. 



9936066A1J_> 



